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Introducción: La optimización de un protocolo de criopreservación requiere la 
evaluación de parámetros para preservar la máxima cantidad de células viables y 
funcionales. Objetivos: Evaluar la efectividad de dos medios de criopreservación 
para obtener una máxima viabilidad y recuperación de células mononucleares de 
sangre periférica (PBMCs); y, de manera complementaria, evaluar los efectos del 
tiempo de almacenamiento y del contenedor de congelación sobre la efectividad 
del método de criopreservación que emplee el medio más efectivo. Metodología: 
Los PBMCs fueron obtenidos de la sangre de 15 donantes sanos mediante 
centrifugación por gradiente de densidad. El porcentaje de la viabilidad (V) y la 
recuperación celular (R) se determinaron mediante conteo celular en cámara de 
Neubauer, empleando el colorante azul de tripano. Los PBMCs obtenidos fueron 
criopreservados a -80 oC, empleando el medio de criopreservación (convencional 
y/o CryoStor CS10®), el contenedor de congelación (Mr Frosty® y/o CoolCell®) y el 
tiempo de almacenamiento (dos semanas y/o un mes) específico para cada 
ensayo. Resultados y Conclusiones: Ambos medios fueron efectivos, con 
medianas de V y R superiores al 85% y al 50% respectivamente y no se observó 
una diferencia significativa entre los valores de ambos medios. El medio 
convencional fue determinado como el más adecuado, debido a su menor coste. 
Los valores de V y R obtenidos luego de un mes de almacenamiento se 
consideraron efectivos, con valores de 92.05% y 54.25% respectivamente. 
Finalmente, el contenedor CoolCell® demostró ser más efectivo que el Mr Frosty®, 
con medianas de V y R de 95.5% y 71.9% respectivamente. 




Introduction: The optimization of a cryopreservation protocol requires the 
evaluation of parameters to preserve the maximum number of viable and functional 
cells. Objectives: Evaluate the effectiveness of two cryopreservation media to 
obtain maximum viability and recovery of peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs); and, complementarily, evaluate the effects of storage time and the 
freezing container on the effectiveness of a cryopreservation method, which uses 
the most effective medium. Methodology: The PBMCs were obtained from the 
blood of 15 healthy donors by density gradient centrifugation. The percentage of 
viability (V) and cell recovery (R) were determined by cell count in a Neubauer 
chamber, using the trypan blue dye. The obtained PBMCs were cryopreserved at   -
80 oC, using the specific cryopreservation medium (conventional and / or CryoStor 
CS10®), the freezing container (Mr Frosty® and / or CoolCell®) and the storage time 
(two weeks and / or a month) for each assay. Results and Conclusions: Both 
media were effective, with medians of V and R greater than 85% and 50% 
respectively, and no significant difference was observed between the values of both 
media. The conventional medium was determined as the most appropriate, due to 
its lower cost. The medians of V and R obtained after one month of storage were 
considered effective, with values of 92.05% and 54.25% respectively. Finally, the 
CoolCell® container proved to be more effective than Mr Frosty®, with medians of V 
and R of 95.5% and 71.9% respectively. 






Los estudios sobre los mecanismos involucrados en el desarrollo de diversas 
enfermedades (inmunológicas, infecciosas y congénitas) se sostienen en la 
utilización de modelos biológicos y bioquímicos (animales de experimentación, 
órganos, cultivo de tejidos, cultivo de células, metabolitos, entre otros). Las células 
constituyen las unidades vivas autónomas más pequeñas pero que a su vez 
presentan un alto grado de complejidad y organización estructural y funcional, que 
los convierten en candidatos idóneos para estudios genéticos, metabólicos y de 
señalización bioquímica relacionadas al desarrollo de una enfermedad y cómo el 
organismo prepara un mecanismo de defensa. 
Los cultivos celulares presentan ventajas éticas, económicas y logísticas frente a 
modelos de estudio animal (1), además se han convertido en modelos muy 
específicos para distintos tipos de cáncer (2). Sin embargo, el procesamiento de 
células obtenidas de tejidos requiere de procedimientos sofisticados ya que las 
células una vez extraídas del organismo requieren un ambiente fisicoquímico 
(presencia de O2, CO2, temperatura y pH específicos) bastante definido y un medio 
nutricional exigente, con el fin de evitar la alteración del metabolismo celular y se 
desencadene el proceso de apoptosis (3,4). Por eso, una vez aislada, la muestra 
de células, deben ser cultivadas de manera inmediata en un laboratorio con el nivel 
de bioseguridad adecuado y por personal capacitado. 
En numerosas ocasiones, los donantes de muestras no pueden trasladarse a los 
laboratorios debido a las distancias. Esto ocurre frecuentemente en estudios 
epidemiológicos donde se desea determinar la prevalencia de cierta patología en 
diferentes regiones de un país o en estudios sobre enfermedades endémicas en 
 7 
 
zonas de difícil acceso (5). En el Perú, el acceso a ciertas comunidades del interior 
del país para colectar muestras clínicas se torna bastante complicado debido a 
factores geográficos (lugares remotos sin acceso vehicular), económicos (falta de 
recursos para trasladar un equipo especializado a dichos lugares), entre otros (6).  
En estos casos, el procesamiento inmediato de células se vuelve casi imposible. 
Esto se vuelve sumamente crítico en estudios donde se requieren determinadas 
poblaciones celulares que representan un porcentaje mínimo dentro de la muestra, 
como el caso de los monocitos y algunas  células polimorfonucleares de la sangre.   
La crio-preservación o criopreservación, mediante el sometimiento de muestras a 
temperaturas frías extremas, constituye un sistema fundamental para la 
conservación de células y el mantenimiento de sus características estructurales y 
propiedades funcionales. El proceso de criopreservación consta de diferentes 
etapas relacionadas al acondicionamiento de la muestra, la congelación, el 
transporte y el descongelamiento de las células. En la estandarización de un 
protocolo de criopreservación debe considerar factores como el agente 
crioprotector, la tasa de congelación, tiempo de almacenamiento, tasa de 
descongelamiento, entre otros, que resulten adecuados para el tipo de ensayos 
celulares que se quieran realizar posteriormente (7). Ensayos que requieren un 
máximo número de células estructuralmente intactas y funcionales.  La presente 
tesis surge con la finalidad de responder a una interrogante del proyecto 
“Polarización y niveles de glutatión del macrófago en la co-infección por 
tuberculosis y helmintos”, proyecto financiado por el programa INNOVATE PERÚ 
del Ministerio de la Producción  (Convenio N° 080-INNOVATEPERU-BRI-2016). Se 
buscó optimizar un sistema de criopreservación para células mononucleares de 
sangre periférica (PBMCs) con el fin de obtener una máxima recuperación de 
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células viables. De esta manera, se hace posible el estudio del rol de estas 
poblaciones celulares en procesos infecciosos, como la tuberculosis. Además, los 
resultados y conclusiones desprendidos del siguiente trabajo podrán servir como 
una guía referencial para cualquier laboratorio o investigador que desee 























II.1. Objetivo general 
 Evaluar la efectividad de dos medios de criopreservación para obtener una 
máxima viabilidad y recuperación de células mononucleares de sangre 
periférica (PBMCs); y, de manera complementaria, evaluar los efectos del 
tiempo de almacenamiento y del contenedor de congelación sobre la 
efectividad del método de criopreservación que emplee el medio más 
efectivo. 
 
II.2. Objetivos específicos 
 Comparar los porcentajes de viabilidad y recuperación celular obtenidos  al 
emplear un medio de criopreservación convencional (FBS 90% y DMSO 
10%) y uno comercial (CryoStor CS10®). 
 
 Comparar los porcentajes de viabilidad y recuperación celular durante dos 
períodos de almacenamiento diferentes, empleando el medio de 
criopreservación más efectivo. 
 
 Comparar los porcentajes de viabilidad y recuperación celular al emplear dos 
tipos de contenedor de congelación (Mr Frosty® y  CoolCell®), empleando el 






III. MARCO TEÓRICO 
III.1. Cultivos celulares 
Un cultivo celular puede ser definido como un modelo in vitro que permite el 
mantenimiento de células vivas, metabólica y funcionalmente activas bajo 
condiciones controladas muy semejantes a las encontradas en los organismos 
vivos de los cuales derivan, son empleados en investigación clínica como 
plataformas para recrear condiciones fisiológicas y/o fisiopatológicas del cuerpo 
humano que se desean estudiar.  
Dichos cultivos requieren del control de una serie de factores fisicoquímicos como 
una temperatura adecuada (37 oC), un pH específico que a su vez estaría 
controlado por una proporción constante de ciertos gases (p.ej. 5-10% de CO2,), 
así como de medios de cultivo que les brinden todos los componentes nutricionales 
(glucosa, aminoácidos, sales, factores de crecimiento, etc.) (3,8) que las células 
necesitan para su crecimiento, metabolismo y proliferación. Además, durante el 
trabajo con células se debe procurar la esterilidad en todo el proceso mediante el 
uso de cabinas de flujo laminar en ambientes controlados ya que existe un gran 
riesgo de contaminación por otros microorganismos (9) como los mycoplasmas 
(10), virus (11), otras especies de células (como las células HeLa) (12) o elementos 
pirógenos. Estos últimos llegan a ser especialmente perjudiciales para el cultivo de 
células inmunes. Una prueba de esto, es que muchas de las pruebas de detección 
del pirógeno LPS (endotoxina bacteriana) emplean cultivos de monocitos debido a 
su gran sensibilidad frente a este pirógeno (13). El uso de antibióticos y antifúngicos 




III.1.1. Tipos de células cultivables  
A. Cultivo celular primario 
Son aquellos que derivan de tejidos de organismos vivos y pueden obtenerse por 
disgregación celular mediante métodos enzimáticos o mecánicos. Dependiendo del 
tipo de células cultivada, estos cultivos tienen una capacidad de proliferación 
reducida o nula. 
B. Cultivo de líneas celulares continúas 
Son aquellas que pueden proliferar de manera indefinida. Surgen a veces de 
manera espontánea a partir de un cultivo primario como en el caso de algunas 
células tumorales. Otras veces, sus orígenes responden a la fabricación a “gran 
escala” en los laboratorios para uso comercial. Inicialmente, estas últimas 
surgieron a partir del tejido tumoral de pacientes y/o animales, como es el caso de 
las líneas celulares HeLa, las cuales derivaron de células de cáncer cervical de 
Henrietta Lacks en 1951, siendo considerada la primera línea celular cancerosa 
(14), otro ejemplo son las líneas de monocitos THP-1 derivadas de sangre 
periférica de un infante con un caso de leucemia monocítica aguda (15). Con el 
desarrollo de la biotecnología, las líneas empezaron a  ser diseñadas mediante la 
alteración del material genético, por métodos como la transfección o la 
transducción, de células primarias. Este es el caso de las líneas de células HEK 
293 derivados de células de riñón humano embrionario a los cuales se les 
transfecta ADN del Adenovirus 5 (16). Estas células son a menudo utilizadas para 
transfectar genes con el fin de expresar proteínas de interés como agentes 
terapéuticos entre otros.  
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Las líneas celulares comerciales presentan una seria de ventajas sobre los cultivos 
primarios como su robustez, su crecimiento rápido y la posibilidad de realizar varios 
pasajes luego del cultivo inicial (17). Sin embargo, en muchas ocasiones, se sigue 
considerando a los cultivos primarios como los modelos in vitro más adecuados 
para diferentes tipos de ensayos ya que los resultados obtenidos son más 
extrapolables al comportamiento de las células en el organismo. Las líneas 
celulares derivadas de tejidos tumorales presentan un metabolismo diferente al de 
las células sanas y un ciclo celular más acelerado. Además un elevado de número 
de pasajes en estos cultivos puede llevar a la alteración funcional y morfológica de 
las células (14).  La alteración genética a las que son sometidas algunos tipos de 
líneas celulares podría alterar el fenotipo celular, así como la respuesta a estímulos 
y las funciones propias de las células (17,18). 
Las células pueden permanecer en un cultivo como monocapas superficiales 
(adheridas sobre un soporte plástico o de vidrio) como en la gran mayoría o en 
suspensión (inmersas en el medio de cultivo líquido como en el caso de algunas 
células hematopoyéticas). 
Existen diversas aplicaciones de los cultivos celulares en investigación clínica y 
molecular (8) como estudios de señalización intracelular (19), estudios de 
enfermedades infecciosas (20-22), ensayos farmacológicos y toxicológicos (23), 
estudios en genómica y proteómica (24,25); además de aplicaciones 
biotecnológicas como  la producción de anticuerpos y hormonas (26,27), la 




Los cultivos celulares presentan ventajas importantes sobre otros modelos de 
estudio como la uniformidad de la población celular, la economía de recursos  o 
menor rigurosidad en cuestiones éticas frente a modelos como el animal (8). Sin 
embargo, también pueden suponer algunas limitaciones como la imposibilidad de 
estudiar la interacción de las distintas especies de células con los componentes de 
la matriz extracelular que encuentran en el organismo (17). 
III.1.2. Células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) 
 Las células mononucleares de la sangre periférica (PBMCs por sus siglas en 
inglés), son células del sistema inmune que poseen un núcleo redondeado. Estas 
incluyen a los linfocitos y a los monocitos (ver Figura 1) (31). 
Dentro de las subpoblaciones que conforman los PBMCs, los linfocitos representan 
la más numerosa (70 al 90% de PBMCs). Éstos se dividen en 2 grandes sub-
poblaciones: los linfocitos B  y los linfocitos T. Los linfocitos B maduran en el bazo 
fetal y en la médula ósea roja adulta, cumplen el rol principal de la producción de 
anticuerpos (32, 33) durante la respuesta inmune; sin embargo, también cumplen 
otras funciones importantes como la activación de la respuesta de los linfocitos T, 
así como la regulación de la neogénesis del tejido linfoide, la cicatrización de 
heridas y el rechazo del organismo a injertos (33). De otro lado, los linfocitos T, los 
cuales maduran en el timo, representa una subpoblación mucha más heterogénea. 
Las distintas subdivisiones, agrupadas según el tipo de receptor T (TCR) (34) 
cumplen una función específica, interaccionando éstos a su vez entre sí (35). Los 
linfocitos cumplen las funciones de reconocimiento del antígeno, la activación, 
regulación y supresión de la respuesta inmunológica celular, así como la memoria 
inmunológica (32, 36). 
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La otra subpoblación que conforman los PBMCs son los monocitos, quienes 
maduran en la médula ósea roja y representan del 10 al 30% de los PBMCs, sin 
embargo cumplen funciones bastante importantes en la sangre. Quizás la función 
más reconocida sea la de ser precursor de los macrófagos y células dendríticas, 
células especializadas cuya función principal es la fagocitosis y la presentación del 
antígeno a los linfocitos, no obstante, en situaciones como procesos inflamatorias, 
se ha comprobado que los monocitos pueden producir sustancias efectoras 
relacionadas a la eliminación de patógenos (37). 
El aislamiento y conservación de PBMCs de la sangre para un posterior cultivo 
diferenciado de monocitos a macrófagos requiere de todos los cuidados posibles 
durante su manipulación y una monitorización continua. Sobre todo por el menor 
porcentaje de monocitos frente a linfocitos y además a su fragilidad al tratarse de 
células primarias. De lo expuesto anteriormente, podemos deducir que los PBMCs 
cumplen un rol clave en el proceso de defensa del organismo, por lo que resultan 
cultivos idóneos para distintos ensayos inmunológicos como el estudio de 
respuesta del organismo frente a infecciones, inmunoterapia contra el cáncer (38), 
entre otros. 
La técnica de aislamiento de PBMCs se basa en la diferencia de densidades de los 
componentes sanguíneos (células, plaquetas, plasma) que permiten su separación 
mediante la centrifugación por gradiente de densidad. Para  esta centrifugación se 
utiliza un medio que posee una densidad similar al tipo de célula que se quiere 
aislar. Los PBMCs poseen una densidad no mayor a 1.077 g/mL. Los medios de 
gradiente que podemos encontrar en el mercado con esta densidad son: Ficoll®, 
Lymphoprep® y Lymphosep®. 
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Luego de la centrifugación se obtiene una capa delgada de color blanquecino 
ubicada sobre el medio de gradiente. Esta capa se denomina “buffy coat” y contiene 





















III.2. Criopreservación de células: Aspectos generales 
La preservación de muestras biológicas permite asegurar el mantenimiento de las 
características estructurales y bioquímicas de dichas muestras, bajo condiciones 
controladas durante períodos establecidos de almacenamiento. 
Fuera de los organismos vivos y bajo condiciones de temperatura ambiente 
prolongados, los diferentes componentes de las  muestras biológicas (tejidos, 
fluidos, células) tienden a degradarse rápidamente debido a las condiciones de 
estrés que atraviesan, como: la falta de suministro de oxígeno continuo, la falta de 
nutrientes esenciales y la acumulación de sustancias de desecho (40). Así mismo, 
la alteración del metabolismo puede generar la activación de rutas metabólicas 
alternas que incrementan la  acidez, reduciendo el pH, conllevando a la muerte 
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celular. La preservación de células a corto plazo (horas a días) se realiza 
generalmente bajo condiciones hipotérmicas (entre 2 oC a 8 oC). Con esto se 
consigue desacelerar los procesos metabólicos. Adicionalmente, durante el 
transporte y manejo de muestras el uso de hielo permite reducir la degradación de 
proteínas (41). Para una preservación de células a largo plazo (semanas, meses y 
años), la criopreservación es el método de elección. 
La criopreservación se define como la exposición de una muestra biológica a 
temperaturas frías extremas (desde -80 oC hasta -196 oC), para detener los 
procesos metabólicos celulares y de mantener la estructura celular lo más 
íntegramente posible durante un tiempo determinado. Ahora bien, con el 
sometimiento de las células a temperaturas extremadamente bajas sin un control 
adecuado, podrían aparecer fenómenos responsables del daño y muerte celular 
durante la congelación. Entre ellos se encuentran: la formación de hielo y el 
aumento en la concentración de solutos, tanto en el medio extracelular como 
intracelular (40, 42-43).  
De manera más detallada, el proceso se inicia con la formación de cristales de  
hielo a nivel extracelular, provocando la disminución de agua líquida y por lo tanto 
se aumenta  la concentración de solutos en el medio extracelular. Para mantener 
el equilibrio osmótico, el agua del medio intracelular atraviesa la membrana 
plasmática hacia el exterior, y de esta manera se incrementa la concentración de 
solutos al interior de la célula (7,40).  
Si las células son congeladas de manera muy rápida, el agua que sale del medio 
intracelular al extracelular es menor, causando una mayor formación de cristales 
 17 
 
de hielo en el medio intracelular. Esto puede causar un daño irreparable a la célula 
y, en el peor de los casos, la lisis celular (43).  
Por el contrario, si las células son congeladas lentamente, el agua que sale del 
medio intracelular al extracelular es mayor, ocasionando una mayor concentración 
de solutos al interior de la célula. Esto trae como consecuencia una serie de 
cambios físicos y bioquímicos como la desnaturalización de proteínas y 
alteraciones en el pH (7, 42). 
Adicionalmente, existen otros dos efectos potenciales derivados de la 
criopreservación. Éstos inciden sobre la conformación de la membrana plasmática 
y la actividad de la mitocondria. A temperaturas bajas extremas, la membrana 
plasmática sufre cambios conformacionales producto de  la pérdida de fluidez de la 
bicapa lipídica, debido a  la solidificación de los lípidos; afectando así la 
permeabilidad de la membrana y, por consecuencia,  al transporte de iones y 
moléculas a través de ésta. En el caso de la mitocondria, el estrés producido por la 
congelación reduce su actividad metabólica, provocando la disminución de la 
síntesis de ATP. Esta molécula  aporta la energía indispensable para el 
funcionamiento de las bombas de iones-dependientes de ATP,  encargadas del 
transporte activo a través de la membrana. Por consecuencia, la actividad de dichas 
bombas se vería suprimidas (42). Ambos fenómenos serían responsables del 
desbalance iónico de las células que podrían conllevar a la muerte celular. 
Todos los cambios celulares descritos previamente pueden llevar a una muerte 
celular inmediata e incluso activar el proceso de muerte celular programada o 
apoptosis. Si este proceso se activa, continuaría luego de que se descongelen las 
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células previamente criopreservadas, ya sea en el transcurso de horas o días, 
disminuyendo así el tamaño de la población celular inicial   (7,43).  
Todo lo mencionado anteriormente, pone en evidencia la gran importancia de  
optimizar y monitorizar  las etapas de la criopreservación celular (Ver Figura 2).  
Actualmente, con el aumento de las investigaciones biomédicas que involucran 
cohortes de mayor expansión geográfica, la recolección de muestras se lleva a 
cabo en comunidades cada vez más alejadas. Debido a esto, las etapas de 
almacenamiento y transporte cobran mayor relevancia, siendo crítica su 














Figura 2. Etapas de la conservación  y procesamiento de muestras biológicas que requieren de 
optimización. Esquema basado en el flujograma de trabajo de un estudio de campo. 
Adaptado de Matthews y col. (40). 
 
 
III.2.1. Factores involucrados durante la criopreservación 
Existen una serie de factores importantes para la supervivencia celular que hay 
que controlar durante las distintas etapas de la criopreservación  (Ver Figura 3).   
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A. Agentes crioprotectores  
El descubrimiento accidental en 1948 por Polge y col. de que el uso del glicerol 
permitía la sobrevivencia de espermatozoides de aves a -70 oC, marcó no sólo el 
inicio del desarrollo del método de criopreservación (43); sino además, puso en 
evidencia la importancia del uso de ciertas sustancias que ayudan al correcto 
congelamiento de las células, los llamados agentes crioprotectores. 
Se definen como agentes crioprotectores a aquellas sustancias hidrosolubles que 
disminuyen el punto eutéctico de una solución dada (punto más bajo de 
cristalización posible para todos los componentes de un sistema) (42). En el caso 
de la criopreservación, esto representaría la disminución del punto de congelación 
al interior de las células. Estos agentes generan un gradiente de presión osmótica 
permitiendo la salida del agua y, a su vez, reemplazarían la función de solvente del 
agua al interior de la célula; previniendo así la formación de hielo intracelular y la 
concentración de solutos al interior (44). Existen varios tipos de sustancias 
crioprotectoras con características distintas en términos de polaridad, estructura 
química, carga eléctrica. Estos se pueden clasificar en dos grandes grupos. 
- Los crioprotectores penetrantes: Están conformados por compuestos de bajo 
peso molecular que penetran al interior de la célula. Dichos agentes pasan a través 
de la membrana celular y reemplazan el volumen de agua intracelular evitando la 
formación de hielo intracelular, y, a su vez manteniendo el volumen celular 
previniendo así una deshidratación excesiva por gradiente osmótico (45).   
 
Entre los principales tenemos al glicerol, el dimetilsulfóxido (DMSO) y el 
propanediol (PROH). Dentro de todos ellos, el DMSO es el más utilizado debido a 
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su gran desempeño en procesos de congelación a velocidad controlada. Sin 
embargo, al igual que otros agentes, es tóxico a temperatura ambiente y su paso 
a través de la membrana es más lento que el agua, lo cual en ciertas ocasiones, 
puede ocasionar un desbalance osmótico. Por lo tanto, se debe tener especial 
cuidado con la temperatura (2 a 8 oC) y la concentración de DMSO en el medio que 
se añade a las células, generalmente 10% (7). 
-Los crioprotectores no penetrantes: Generalmente, no penetran al interior de 
la célula. Están conformados por moléculas de gran peso molecular como la 
sacarosa, la dextrosa, almidón, lipoproteínas, el dextrano y la polivinilpirrolidona 
(PVP). Estas moléculas incrementan la concentración de solutos en el medio 
extracelular,  provocando la deshidratación celular al generar una gradiente 
osmótica que ocasiona la salida del agua (46). Se usan generalmente asociados a 
crioprotectores penetrantes para reemplazar en parte el volumen de agua al interior 
de la célula. La actividad crioprotectora de estas moléculas podría además estar 
asociada a su capacidad de formar puentes de hidrógeno con el agua, lo que 
reduciría la actividad del agua líquida en la célula  (42). Estos agentes son más 
eficientes en sistemas de congelación rápida. 
B. Tasa de congelación  
La velocidad con la cual las células se congelan tiene un gran impacto en la 
recuperación de células viables (40, 43-44).  
Las tasas (velocidades) muy lentas de congelación si bien reducen la formación de 
hielo intracelular aún más, exponen por mayor tiempo las células a los agentes 
crioprotectores y a los cambios osmóticos lo cual podría tener un efecto tóxico y de 
pérdida de volumen celular. Por otro lado, las tasas rápidas de congelación si bien 
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reducen la exposición a los crioprotectores y a los cambios osmóticos, puede 
incrementar la formación de hielo intracelular (44).  
Para lograr un buen control de la tasa de congelación se pueden emplear 
congeladoras y/o tanques de nitrógeno de velocidad controlada, los cuales 
permiten programar la tasa de congelación deseada de manera constante; sin 
embargo no muchos laboratorios pueden adquirir este tipo de equipos debido a sus 
elevados costos. Uno de los métodos alternativos más utilizados es el empleo de 
contenedores de congelación. Se trata de envases que aíslan los crioviales de las 
condiciones de temperatura del entorno, y al ser ingresados a un congelador o 
tanque de nitrógeno enfrían las células a una tasa de congelación establecida y 
reproducible (-1 oC/minuto). Dentro de estos el más conocido es el llamado Mr 
Frosty®, contenedor plástico que requiere de un volumen determinado de alcohol 
isopropílico para su funcionamiento. Actualmente, han salido al mercado modelos 
alternativos de contenedores que emplean materiales termoaislantes, como la  
espuma de polietileno de densidad uniforme, que no requieren de alcohol 
isopropílico (7). 
Una vez que las células han sido cuidadosamente congeladas se pueden 
almacenar tanto en congeladoras a -70 oC/-80 oC, recomendadas para períodos 
cortos de tiempo; como en tanques de vapores de nitrógeno (-130 oC) o de 
nitrógeno líquido (NL) (-196 oC), recomendado para períodos prolongados de 
tiempo debido a que a estas temperaturas todos los procesos metabólicos 





C. Descongelamiento de las muestras 
Tan importante como lograr un proceso de congelación óptimo, es establecer un 
sistema adecuado de descongelamiento. Dicho sistema debe reducir al máximo el 
estrés producto del cambio extremo de temperatura. Se deberá disponer, además, 
de todas las condiciones necesarias (físicas, bioquímicas) para que las células 
puedan restablecerse luego del período de congelación.  
Entre los factores a considerar encontramos: i) la temperatura de 
descongelamiento, que generalmente se establece a 37 oC, ii) el tiempo de 
descongelamiento, el cual siempre debe ser el menor posible para evitar que la 
temperatura del crioprotector incremente y ejerza un efecto tóxico sobre  las 
células; y iii) el proceso de dilución (lavado), en el cual se busca diluir al máximo la 
concentración del crioprotector, a la vez que se le aportan a las células 




















Figura 3. Parámetros más importantes a controlar durante la criopreservación de células. 




III.3. Antecedentes  
Diversos estudios han sido realizados en torno a la optimización de métodos de 
criopreservación en células primarias. En algunos casos, dichos estudios se han 
centrado en células sanguíneas del sistema inmune como los PBMCs. Entre ellos, 
los linfocitos han sido los más estudiados. Debido al rol que cumplen estas células 
en el organismo constituyen modelos importantes para estudios funcionales y de 
proliferación del sistema inmune (47,48). Además, los linfocitos son considerados 
plataformas ideales para la producción de anticuerpos (49). No obstante, los  
estudios en monocitos están cobrando cada vez más importancia al ser 
precursores de células claves del sistema inmune innato (macrófagos y células 
dendríticas) (37,50). 
Algunos estudios se han centrado en la evaluación de los medios de 
criopreservación y en el mejoramiento de la calidad y formulación  de éstos. Dichos 
medios en los cuales las células se resuspenden antes de ser criopreservadas 
deben cumplir con ciertas características y requisitos que permitan una óptima 
preservación de las muestras. El componente principal de los medios de 
criopreservación son los agentes crioprotectores. Actualmente, el DMSO es el 
crioprotector más utilizado en el mercado (42,44). 
 El 2012, Nazarpour y col. evaluaron el efecto de tres variables relacionadas al 
medio de criopreservación sobre la viabilidad de los PBMCs luego de ser 
descongelados. Estas variables fueron: el porcentaje de DMSO, temperatura del 
medio de criopreservación, y porcentaje de FBS. Dichos PBMCs fueron extraídos 
de 16 voluntarios sanos. Entre las variables estudiadas, la concentración de DMSO 
mostró tener un mayor impacto en la sobrevivencia de los PBMCs luego del 
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descongelamiento. Se evidenció una disminución significativa en la viabilidad 
celular a una concentración de DMSO mayor a 15% (51).  
En líneas generales, siempre se trata de emplear la menor concentración de DMSO 
en el medio debido a los efectos citotóxicos de este a temperatura ambiente. Sin 
embargo, Balint y col. demostraron que esto puede depender del tipo de células 
que se criopreserve. Al probar diferentes protocolos de criopreservación en tres 
poblaciones celulares (células madre hematopoyéticas pluripotenciales, células 
progenitoras pluripotenciales y células progenitoras de granulocitos-monocitos), se 
obtuvo un mayor porcentaje de recuperación al emplear un medio con 10% de 
DMSO en células madre hematopoyéticas. Mientras que en las otras dos 
poblaciones celulares, se obtuvo un mayor porcentaje de recuperación cuando se 
empleó el medio con 5% de DMSO (52).  
El 2014, Koryakina y col. probaron 10 diferentes formulaciones para medios de 
criopreservación en PBMCs obtenidos de un centro de donación de sangre. Sus 
criterios de aceptación fueron una recuperación del 80%, una viabilidad del 95% y 
una respuesta apropiada frente a diferentes ligandos de receptores TLR. El medio 
de criopreservación que mostró mejores resultados frente a estos criterios fue 
aquel que presentaba una concentración de DMSO  del 7% (53). En general, se 
recomienda emplear un intervalo de DMSO entre 5-10% (7).  
La formulación de los medios de criopreservación empleados de manera rutinaria 
en muchos laboratorios incluye, además del agente crioprotector, un medio de 
cultivo que contiene suero. Muchos investigadores inclusive emplean  solamente 
suero, principalmente animal, como el FBS junto con el DMSO. Las diferentes 
proteínas y complementos que componen el suero, y permiten el crecimiento, la 
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diferenciación y la proliferación celular en muchos cultivos, parecen ayudar a 
reconstituir las células luego del estrés que experimentan durante el 
descongelamiento. En muchos casos, los investigadores alegan que el suero 
animal  no sería beneficioso para criopreservar ciertas células; especialmente si 
estas serán empleadas para terapias celulares y no pueden estar expuestas a 
productos derivados de animales, tal como el FBS (7,40).  
Actualmente se vienen desarrollando una serie de nuevos medios comerciales, 
para reemplazar al suero dentro de su composición, debido a la variabilidad de 
dicho componente entre lotes. Esto permitiría asegurar la obtención de mayores 
resultados reproducibles en los ensayos de criopreservación. (40). El 2009, Clarke 
y col. evaluaron la efectividad del medio CryoStor® (medio comercial libre de suero) 
para criopreservar células madre de sangre periférica (PBSC). Las células 
criopreservadas con CryoStor® mostraron una recuperación post-
descongelamiento significativamente mejor (54).  
Algunos investigadores decidieron probar el efecto del uso de sub-fracciones del 
suero bovino que fueran químicamente estables y seguras, y producidas bajo 
condiciones de GMP. El 2011, Germann y col. evaluaron la efectividad de dos 
medios alternativos que contenían albúmina de suero bovino (fracción V) en la 
criopreservación de PBMCs, obtenidos de 10 donantes voluntarios. Sus resultados 
post-descongelamiento mostraron que la recuperación de PBMCs obtenida con 
éstos medios libres de suero fue superior a  83% y la viabilidad mayor a  98%. No 
obstante,  los resultados alcanzados fueron similares a los obtenidos por el medio 
que contenía suero bovino  (55). 
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Algunos tipos de células son más sensibles a los efectos adversos producidos por 
el DMSO. En estos casos, el uso del glicerol como agente crioprotector es más 
conveniente y su uso es casi tan frecuente como el del DMSO. El 2016, von 
Bomhard y col. probaron cuatro diferentes agentes crioprotectores (DMSO, 
etilenglicol, propilenglicol, y glicerol) en combinación con dos medios diferentes 
(K+TIP y DMEM) para criopreservar células endoteliales (MHECT-5) empleando 
dos modelos de criopreservación: la vitrificación y el  congelamiento lento 
controlado (1 oC/minuto). Los mejores resultados arrojados con respecto a la 
recuperación post-descongelamiento fueron para las células criopreservadas en 
medio K+TIP con DMSO para la vitrificación; y medio DMEM con DMSO para la 
congelación lenta. Con respecto a la viabilidad (luego de tres días de cultivo post-
descongelamiento), los mejores resultados fueron arrojados para las células 
criopreservadas en medio K+TIP con glicerol  para la vitrificación; y medio DMEM 
con propilenglicol para la congelación lenta (56). Por lo que se podría deducir que 
la efectividad de la criopreservación, va a depender no solo del agente crioprotector 
sino también de la composición del medio en el que se encuentra. 
El 2016, Rogulska y col. buscaron evaluar la efectividad de medios compuestos de 
α-MEM con diferentes concentraciones de sucrosa, para criopreservar células del 
estroma mesenquimal derivados de adipocitos humanos. Los investigadores 
mostraron que los mejores resultados de recuperación celular se obtuvieron con 
una concentración de sucrosa de 200mM. Sin embargo, los valores de viabilidad y 
recuperación celular con estos medios estudiados no fueron mayores al 60%; 
mientras que los valores obtenidos con un medio control compuesto de 20% FBS 
y 10% de DMSO fue superior al 80% (57). 
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El sistema de congelamiento y almacenamiento de células a emplear va a 
depender mucho de factores como el tipo de células a criopreservar, pero sobre 
todo el tiempo de preservación deseado. Los equipos para  almacenamiento más 
utilizados son las congeladoras a -70/-80 oC y los tanques de nitrógeno líquido.  
En 1999, Galmés y col. demostraron que los niveles de recuperación de dos 
subpoblaciones de células progenitoras hemotapoyéticas (BFU-E y CFU-GM) 
obtenidas de 24 pacientes, se vieron afectados por el tiempo de preservación a -
80 oC. Luego de 6 meses de almacenamiento, la recuperación de BFU-E fue de 
80.5% y de CFU-GM fue de 63.5%. A los 12 meses fue de 43.5% y 50%, 
respectivamente. A los 24 meses, 0% para ambos.  Por lo tanto, los investigadores 
recomendaron no preservar este tipo de células por más de 6 meses a -80 oC (58). 
El 2010, Weinberg y col. evaluaron tres condiciones de almacenamiento y 
transporte hacia el laboratorio para muestras de PBMCs de donantes sanos y 
pacientes con VIH: (i) NL/NL, (ii) NL/hielo seco, (iii) -70 oC/hielo seco. La condición 
(i), almacenamiento y transporte, ambos en NL, mostró los mejores resultados de 
viabilidad y recuperación celular. Por otro lado; el almacenamiento a -70 oC fue 
óptimo hasta un periodo de 3 semanas porque pasado este periodo se observó 
una disminución significativa de la viabilidad y la recuperación. Al final, los 
investigadores concluyeron que cuando los recursos logísticos sean limitados, 
almacenar las muestras a -70 oC hasta 3 semanas resulta conveniente (59).  
En 1999, Kleeberger y col. realizaron un estudio experimental prospectivo donde 
se estudiaron PBMCs extraídos de un repositorio de muestras biológicas obtenidas 
tanto de donantes sanos como de pacientes con VIH seropositivos. Estos PBMCs 
fueron criopreservados en tanques de NL durante 12 años y los ensayos se 
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realizaron en 4 centros de investigación de Estados Unidos. Los resultados 
mostraron que para un vial con una concentración de 1x107 células, la mediana (n 
= 5222) de la recuperación celular fue por lo menos de 50% y la mediana de la 
viabilidad fue de por lo menos 90%. Estos valores fueron suficientes para los 
análisis fenotípicos y funcionales que se realizaron posteriormente. Por lo tanto, los 
investigadores concluyeron que la criopreservación de PBMCs por hasta 12 años, 
bajo sus condiciones establecidas, no mostró una tendencia marcada de muerte 
celular en el tiempo (60).  
Otro factor importante a considerar durante la etapa de almacenamiento es el 
control de una temperatura constante. Las fluctuaciones de temperatura producto 
de diversas situaciones como la apertura de las congeladoras y/o tanques pueden 
impactar de manera importante sobre la viabilidad celular. El 2016, Angel y col. 
estudiaron este fenómeno utilizando un dispositivo mecánico que se componía, 
entre otros, de un brazo robótico acoplado a un contenedor de NL. Dicho dispositivo 
simulaba las fluctuaciones de temperatura que pueden ocurrir en lugares de 
almacenamiento en los cuales se deben extraer muestras en ciertos momentos. 
Muestras de PBMCs fueron sometidas a 50 ciclos de variación de -130 oC a -60 oC 
hasta alcanzar 350 ciclos.  Todos los parámetros estudiados (viabilidad, 
recuperación y funcionalidad de las células) disminuyeron sus valores conforme 
aumentaron los ciclos de variación de temperatura (61).  
Para la etapa del descongelamiento, de igual modo que para la congelación, es 
importante optimizar los parámetros involucrados. El 2009, Weinberg y col. 
evaluaron dos criterios de dilución con el medio de lavado luego de descongelar 
los crioviales de PBMCs: i) Dilución lenta, donde se añadió 5 mL de medio de 
lavado gota a gota durante 2 a 3 minutos; y ii) Dilución rápida, donde se añadió los 
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5 mL de medio de lavado rápidamente. La dilución lenta de PBMCs luego de 
descongelarse mejoró significativamente la recuperación de células viables (62). 
Koryakina y col. mostraron que los mejores resultados en términos de viabilidad y 
recuperación se dieron cuando se descongelaron los PBMCs a 37 oC en baño 
maría por máximo un minuto, dado que a mayor tiempo el DMSO se vuelve más 
tóxico para las células (53).  
El 2012, Ramachandran y col. evaluaron una serie de factores relacionados al 
descongelamiento de PBMCs. Sus estudios demostraron que la adición de medio 
frío a células frías reduce drásticamente la viabilidad. A su vez, demostraron que 
la adición de medio atemperado a 37 ºC, independiente de la velocidad de adición, 
arroja resultados de viabilidad altos. El mismo investigador y su equipo también 
estudiaron el efecto del número de lavados y el tiempo de exposición al DMSO 
sobre las células descongeladas. Ellos concluyeron que realizar dos lavados con 
medio en lugar de uno incrementaba de manera significativa la viabilidad celular, 
ya que se diluía en   mayor medida la concentración del DMSO en el medio. Con 
respecto al tiempo de exposición al DMSO, de manera inusual, las células 
disminuyeron su viabilidad tan sólo en 3.6% luego de mantenerse una hora a 37 
oC; además, la funcionalidad de las poblaciones celulares CD4+ y CD8+ no 
disminuyeron de manera significativa luego de mantenerse 30 minutos a 37 oC 
cuando se les realizó un análisis por ELISPOT (63).  
Los resultados de Ramachandran fueron corroborados el 2017 por Hønge y col., 
quienes de igual manera demostraron que el lavado de PBMCs con medio 
atemperado a 37 oC proporciona valores más altos de recuperación y viabilidad 
frente al lavado con un medio frío a 5 oC. Además, se compararon dos tiempos 
para la incubación a 37 ºC: el primero, el tiempo suficiente hasta observar un 
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pequeño trozo de hielo en el criovial (minuto y medio), y el segundo de 5 minutos. 
En ambos tiempos se observaron valores altos y similares, para la viabilidad y 
recuperación. Adicionalmente, los investigadores determinaron que los medios de 
lavado que contenían suero (tanto humano como animal) proporcionaban 
promedios más altos de viabilidad y recuperación celular (64).  
 
Desde hace algunos años se ha empezado a diseñar equipos automatizados para 
el descongelamiento de las células que buscan reemplazar el uso del Baño María. 
Dado que este podría suponer algunos riegos como posibles contaminaciones 
producto de la calidad de agua que se utilice. El 2015, Stone y col. evaluaron la 
efectividad de dos sistemas de descongelamiento en muestras de PBMCs 
criopreservadas: uno empleando el clásico Baño María y el otro empleando el 
nuevo equipo automatizado ThawStar. El descongelamiento de PBMCs con este 


















IV. PARTE EXPERIMENTAL 
 
IV.1. Tipo de estudio: Experimental. 
IV.2. Variables del Estudio 
- Variables dependientes: Viabilidad celular, Recuperación celular. 
- Variables independientes: Tipo de medio, Tiempo de almacenamiento, Tipo de 
contenedor de congelación. 
Ver tabla de operacionalización de variables en el Anexo 1. 
IV.3. Lugar de estudio 
La toma de sangre de los donantes, y su posterior procesamiento para la obtención 
y criopreservación de PBMCs, fueron realizados en las instalaciones del 
Laboratorio de Investigación en Enfermedades Infecciosas (LIEI) ubicado en la 
Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) – (San Martin de Porres, Lima). 
IV.4. Materiales y Reactivos 
- Reactivos 
 Alcohol medicinal (Etanol 70o) 
 Medio DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Medium)  
 Suero Bovino Fetal (FBS) 
 Lymphoprep®  
 CryoStor CS10® 
 Alcohol Isopropílico 
 Solución de Krebs-Ringer-Glucosa (KRG) libre de Ca+2 
 DMSO (Dimetilsulfóxido) 
 Buffer HEPES  
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 Colorante azul de tripano 
- Materiales 
 Tubos BD Vacutainer® con heparina sódica (tapa verde) 
 Agujas múltiples 21G x 1”(0.8 x 25 mm) BD Vacutainer® 
 Ligadura de látex para extracción de sangre 
 Algodón   
 Tubos cónicos plásticos (10 mL, 15 mL, 50 mL) 
 Tubos para microcentrífuga (0.6 mL, 1.5 mL, 2 mL) 
 Crioviales (1 mL) 
 Pipetas serológicas (5 mL, 10 mL) 
 Pipeteador electrónico  
 Micropipetas 
 Tips  (1000 μL, 200 μL, 100 μL, 20 μL) 
 Pipetas de transferencia plásticas (graduadas de 3 mL) 
 Cámara de Neubauer 
 Contenedor de congelación Mr Frosty® 
 Contenedor de congelación CoolCell® 
- Equipos 
 Cabina de Flujo Laminar (Bioseguridad nivel II, marca LABCONCO®) 
 Centrífuga refrigerada (marca Thermo Scientific) 
 Microscopio invertido (marca OLYMPUS) 
 Equipo de Baño María (marca Shel Lab®) 
 Refrigeradora común (marca Frigidaire®) 
 Congeladora a -80 oC (marca NUAIRE) 
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IV.6.1. Recolección de muestras 
Para los ensayos realizados se recolectaron muestras de sangre de 15 voluntarios 
en total. Se extrajo alrededor de 60 mL de sangre por voluntario. Para esto se 
utilizaron 6 tubos BD Vacutainer® de 10 mL de capacidad máxima cada uno, con 
heparina sódica y sellado al vacío. Se efectúo la extracción de sangre mediante un 










                     Figura 4. (A) Sistema completo de extracción. (B) Toma de muestra. 
La toma de sangre a los donantes se realizó de la siguiente manera: 
A. Se colocó una ligadura algunos centímetros por encima de la zona de 
punción y se realizó un torniquete alrededor del brazo.  





C. Se conectó la parte posterior de la aguja a un holder o soporte. 
D. Se limpió la zona de punción con un pedazo de algodón humedecido con 
alcohol, se dejó secar y luego se introdujo la aguja a la vena. 
E. Sin mover la aguja ni el holder de la zona de punción, se introdujo un tubo 
dentro del holder con el objetivo que la parte posterior de la aguja atraviese 
la parte central de la tapa de goma del tubo. NOTA: Los tubos, por ser 
sellados al vacío, funcionan como el émbolo de una jeringa, aspirando la 
sangre hasta un volumen establecido. 
F. Se esperó a que el tubo terminara de llenarse (cese de la fluctuación de 
sangre) y se retiró el tubo. 
G. Se invirtió el tubo de 8 a 10 veces para que la sangre se mezclara con el 
anticoagulante. 
H. Se procedió de la misma manera con los otros 5 tubos y luego se retiró la 
aguja de la zona de punción. 
I. Se presionó la zona de punción con un algodón.  
J. Se indicó al donante que se quedará en reposo por espacio de algunos 
minutos antes de que se retire. 
Cabe mencionar que se extrajo el volumen mencionado para replicar las 
características de las muestras a recolectar en el proyecto matriz de INNOVATE 
PERÚ (Programa del Ministerio de la Producción), en el que se tiene establecido 
extraer 30 mL de sangre por paciente para ensayos celulares. De este modo, para 
la presente tesis se tomaron dos alícuotas de 30 mL por donante, para poder 
comparar los factores descritos en los Objetivos Específicos. Algunos de los 
voluntarios decidieron participar en más de un ensayo.  
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La recolección de sangre se realizó en las instalaciones del laboratorio donde se 
realizaron los ensayos de criopreservación.  
Los criterios de inclusión/exclusión establecidos para los donantes fueron los 
siguientes: 
Criterios de inclusión: 
 Personas entre 18 a 35 años de edad. 
 Buen estado de salud 
Criterios de exclusión: 
 Fumadores  
 Historial de enfermedades crónicas (Fibrosis quística, cáncer) 
 Historial de tuberculosis  
 Consumo de drogas  
 Historial de alcoholismo 
 Personas que tuvieran o hayan tenido procesos infecciosos recientes 
(cuadros infecciosos hasta 2 semanas antes de la toma de muestras).  
 
Cabe resaltar, que todos los donantes, previo a la toma de muestra, firmaron un 
consentimiento informado (ver Anexo 2). En dicho consentimiento, los donantes 
autorizaban el uso de los PBMCs, obtenidos de su sangre, para ensayos futuros. 
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IV.6.2. Aislamiento de PBMCs 
Una vez colectadas las muestras de sangre, estas fueron procesadas mediante la 
técnica de centrifugación por gradiente de densidad. La técnica se basa en la 
separación de las células sanguíneas en relación a sus densidades, cuando la 
sangre es centrifugada con un medio de gradiente de densidad (ver esquema de la 
Figura 5). En nuestro caso, se empleó el medio Lymphoprep® como medio de 
gradiente ya que presenta una densidad similar a la de los PBMCs (1.077 g/mL). 
Luego de la centrifugación se obtiene una capa color blanquecino, denominada 
“buffy coat”, situada en la interfase entre la fracción plasmática y la fracción de 
Lymphoprep®. 
La presente técnica es ampliamente empleada en investigación para el aislamiento 
de PBMCs (representados principalmente por los linfocitos y monocitos), que luego 
podrán ser separados por métodos más sofisticados (ej. Empleo de anticuerpos 
acoplados a perlas magnéticas). Existen diversos protocolos en la literatura 
científica para el aislamiento de PBMCs que utilizan esta técnica, como el publicado 
por Reidhammer y col. en 2016 (66); además, representa la técnica más empleada 
en estudios de criopreservación de PBMCs (51, 53, 55, 64, 65). 
Se realiza un conteo celular en cámara de Neubauer para calcular el número total 
de PBMCs y, además, mediante la adición del colorante azul de tripano (técnica de 
exclusión por tinción), se logra discriminar entre células vivas y muertas para 
calcular el porcentaje de viabilidad. Esta técnica, se basa en la impermeabilidad de 
la membrana plasmática de células vivas a ciertos colorantes debido a sus 
características químicas, como una carga negativa; por el contrario, la membrana 
de células muertas, las cuales se encuentran dañadas, no obstruyen el ingreso de 
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dichos colorantes (67,68). Las células muertas en la presente técnica serán 
identificadas al microscopio como aquellas que se tiñen de un color azul intenso. 
Investigaciones anteriores relacionadas a la criopreservación de PBMCs han 
empleado esta técnica para determinar el porcentaje de viabilidad de las células 
(51, 55, 59, 60, 62).  
Todos los pasos del protocolo de aislamiento de PBMCs que a continuación se 
describen fueron realizados en cabina de flujo laminar, a excepción de las 
centrifugaciones refrigeradas y el conteo de células.  
A. Se repartió el volumen total de sangre en dos tubos cónicos de 50 mL que 
contenían 15 mL de reactivo Lymphoprep® (de 20 mL a 30 mL de sangre 
por tubo cónico). Se vertió la sangre de manera lenta y suave por las 
paredes de los tubos, con la finalidad de formar una capa de sangre por 
encima de la capa de reactivo. 
B. Los tubos que contenían la bicapa sangre/Lymphoprep® fueron 
centrifugados a 450 G por 30 minutos a temperatura ambiente.  
C.  Cada “buffy coat” fue transferido, con la ayuda de una pipeta de 
transferencia, a otro tubo cónico estéril de 50 mL por separado. Cada tubo 
cónico contenía 5 mL de una solución fría (4 oC) de KRG (ver composición y 
preparación en el Anexo 4). 
D. Con la ayuda de una pipeta serológica, se vertió más solución fría de KRG, 
a través de las paredes de los tubos, hasta completar un volumen de        50 
mL para realizar un lavado de células. Se invirtieron los tubos de dos a tres 
veces para homogeneizar la mezcla. 




F. Luego de la centrifugación, se descartaron los sobrenadantes por 
decantación y se agregó 5 mL más de KRG frío. Luego, con la ayuda de una 
pipeta de transferencia, se homogenizaron las suspensiones celulares, 
aspirando y expulsando volumen de manera continua y suave (alrededor de 
cinco a diez veces) con la finalidad de desagregar el pellet celular. 
G.  Con la ayuda de una pipeta serológica, se vertió más solución fría de KRG, 
a través de las paredes de los tubos, hasta completar un volumen de 30 mL 
para realizar un nuevo lavado. 
H. Se centrifugó a 220 G por 10 minutos a 4 oC. 
I. Se realizó un tercer lavado de PBMCs, por lo que se repitieron los pasos F, 
G y H. 
J. Se descartaron los sobrenadantes por decantación y luego se 
resuspendieron los pellets con el volumen remanente. Se midió y registró el 
volumen de suspensión celular en ambos tubos con la ayuda de una 
micropipeta. Se mezclaron ambos volúmenes en un solo tubo y con la ayuda 
de una micropipeta se aspiró y expulsó volumen delicadamente para obtener 
una suspensión homogénea del total de PBMCs aislados. Se tomó una 
alícuota de 10 μL para realizar el conteo celular en cámara de Neubauer, 
siguiendo el procedimiento detallado a continuación.  
Conteo de células: Se procedió de la siguiente manera: 
- Se realizaron las diluciones necesarias a la alícuota de 10 μL con el objetivo de 
obtener un número de células de fácil lectura en el microscopio. Se diluyó con KRG 
en frío y las diluciones más empleadas fueron 1:25, 1:50 y 1:100. 
- Se realizó una dilución final 1:2 con el colorante azul de tripano.  
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- Se cargó 10 μL de la dilución final en la cámara de Neubauer y se contaron las 
células presentes, tanto vivas y muertas, en los cuatro cuadrados grandes de las 














Figura 5: Cuadrícula de recuento de la cámara de Neubauer 
 
- Para determinar el número total de PBMCs, se usa el volumen total de la 
suspensión celular (VT) registrado en el paso J del presente protocolo. Se empleó 
la siguiente fórmula: 
            PBMCs
 totales=  No total de células vivas x  factor de dilución final x 104 x VT (mL) 
                                                                 4 
 
- La viabilidad de PBMCs fue calculada mediante la siguiente fórmula: 
% Viabilidad =                                No de células vivas                   x 100 
                                                  No de células vivas + muertas  
 
 
K. Se transfirió la mitad de volumen de la suspensión total hacia el tubo que 
había quedado vacío, con el propósito de tener el mismo número de células 
en ambos tubos. 
L. Se llevaron los tubos a centrifugar a 350 G por 10 minutos a  4 oC. 
M. Con la ayuda de una micropipeta, se descartó el máximo volumen posible 
de sobrenadante hasta dejar un pequeño menisco de líquido por encima del 
pellet en ambos tubos.  
N. Finalmente, a las suspensiones de ambos tubos se les adicionó el medio de 
criopreservación requerido según el protocolo de cada ensayo de 
























Figura 6. Esquema de proceso de separación de PBMCs de la sangre 
Eliminación del sobrenadante y resupensión del pellet celular con 
medio de criopreservación 
6 
Lavado de PBMCs con KRG frío y 
centrifugaciones sucesivas 
1er
 50 mL (KRG)   300 G x 10 min. x 4 oC 
2do
 30 mL (KRG)   220 G x 10 min. x 4 oC 
3er
 30 mL (KRG)   220 G x 10 min. x 4 oC 
4to




Transferencia de los PBMCs a 
2 tubos que contienen 5 mL 





Se forman 2 capas dentro 
del tubo cónico  
(Sangre/ Lymphoprep®) 
3 
Centrifugación a 450 G por 30 
minutos a temperatura 
ambiente     
 
Recolección de sangre del 
donante en 6 tubos BD 
Vacutainer® de 10 mL de 
capacidad 
Adición lenta y suave de 
la sangre a dos tubos 
cónicos que contienen   





IV.6.3 Criopreservación de PBMCs 
Luego de aislar los PBMCs, estos fueron resuspendidos en un medio de 
criopreservación adecuado y bajo condiciones específicas para cada ensayo 
realizado. Los ensayos son descritos a continuación, en orden secuencial: 
IV.6.3.1.  Ensayo 1: Evaluación de la efectividad del medio de 
criopreservación 
En este ensayo se evaluó la efectividad de dos medios de criopreservación: uno 
denominado “convencional” compuesto de 90% de FBS y de 10% de DMSO, 
ampliamente reconocido y de preparación rutinaria en laboratorios que 
criopreservan células de origen humano;  y el medio comercial CryoStor CS10®, 
distribuido por STEMCELLTM technologies, cuyas características principales son: i) 
presentar una formulación libre de suero y  componentes animales que pudieran 
generar reactividad en ciertas poblaciones celulares, ii) presentar una 
concentración de DMSO del 10%  y  iii) ser fabricado bajo condiciones de GMP que 
permite garantizar una mayor reproducibilidad de resultados. Más información 
sobre el CryoStor CS10® y la preparación del medio convencional se puede ver en 
los Anexos 3 y 4, respectivamente.  
La efectividad se evaluó, en este ensayo en los ensayos sucesivos, en términos de 
viabilidad y recuperación celular. En base a estudios previos (59), se estableció los 
siguientes criterios para considerar como efectivo un medio de criopreservación:  
i) % de viabilidad celular ≥ 85%    
ii) % de recuperación celular ≥ 50%  
Para el ensayo de criopreservación se procedió de la siguiente manera: 
A. A una de las alícuotas de PBMCs (tubo de 50 mL) proveniente del protocolo 
anterior de Aislamiento, se adicionaron 500 μL de medio convencional (el 
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medio se encontraba almacenado a -20 oC, se descongeló y se mantuvo 
entre 4-8 oC hasta su uso). Se homogenizó la suspensión, aspirando y 
expulsando volumen muy lentamente con la ayuda de una micropipeta. La 
suspensión fue transferida del tubo de 50 mL a un criovial. Este paso se 
realiza de manera rápida (no más de tres minutos) para evitar el estrés 
celular. Dicho criovial se colocó inmediatamente en un contenedor Mr 
Frosty® y se llevó a la refrigeradora mientras se procesaba la siguiente 
alícuota. NOTA: El contenedor Mr Frosty®, previo al ensayo, se llena de 
alcohol isopropílico y se mantiene entre 4-8 oC hasta ser usado.  
B. A la alícuota de PBMCs restante, se adicionaron 500 μL de CryoStor CS10®. 
Se homogenizó la suspensión, aspirando y expulsando volumen muy 
lentamente con la ayuda de una micropipeta (el medio se empleó en frío, tal 
cual se encontraba almacenado entre 4-8 oC). La suspensión fue transferida 
a un criovial; y, tal como en el paso anterior, esto no debe tomar más de 3 
minutos. Por último, este 2do criovial se llevó al Mr Frosty® que contenía el 
1er criovial y se dejó en la refrigeradora por 20 minutos. 
C. Pasado el período de 20 minutos, se llevó el Mr Frosty® a la congeladora a -
80 oC para ser almacenado toda la noche (“overnight”). 
D. Al día siguiente, los crioviales fueron sacados del Mr Frosty® y colocados en 
una caja de almacenamiento (“criobox”) para ser almacenados a -80 oC 
durante 2 semanas. 
La efectividad de los medios fue un factor determinante para elegir cuál sería el 
medio más adecuado a emplear en los ensayos sucesivos; sin embargo, otros 
criterios como la accesibilidad y costo del producto en el mercado también fueron 
tomados en cuenta para discernir en la elección de uno de ellos. 
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IV.6.3.2. Ensayo 2: Efecto del tiempo de almacenamiento sobre la efectividad 
de la criopreservación 
En este ensayo se evaluó como el aumento del tiempo de almacenamiento influyó 
en la efectividad del método de criopreservación que emplea el medio convencional 
(seleccionado como el más adecuado). Para esto, se compararon los porcentajes 
de viabilidad y de recuperación celular obtenidos al criopreservar PBMCs en una 
congeladora a -80 oC durante dos semanas, tiempo usualmente usado en los 
laboratorios (64), frente a un mes. Existen escasos estudios sobre la evaluación de 
períodos mayores a dos semanas para criopreservar PBMCs a       – 80 oC. Un 
período de almacenamiento más prolongado permite la posibilidad de una mayor 
recolección de muestras, reduciendo los números y costos de traslado.   Se 
procedió de la siguiente manera: 
A. A una de las alícuotas de PBMCs (tubo de 50 mL) proveniente del protocolo 
anterior de Aislamiento, se adicionaron 500 μL del medio convencional (el 
medio se encontraba almacenado a -20 oC, se descongeló y se mantuvo 
entre 4-8 oC hasta su uso). Se homogenizó la suspensión, aspirando y 
expulsando volumen muy lentamente con la ayuda de una micropipeta. La 
suspensión fue transferida a un criovial. Este paso se realiza de manera 
rápida (no más de tres minutos) para evitar el estrés celular. Dicho criovial 
se colocó inmediatamente en un contenedor Mr Frosty® y se llevó a la 
refrigeradora mientras se procesaba la siguiente alícuota. NOTA: El 
contenedor Mr Frosty®, previo al ensayo, se llena de alcohol isopropílico y 
se mantiene entre 4-8 oC hasta ser usado. 
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B. Se procesó el alícuota restante de manera idéntica a la primera. Por último, 
el criovial conteniendo la alícuota se llevó al Mr Frosty®, que ya tenía el 1er 
criovial y se dejó en la refrigeradora por 20 minutos. 
C. Pasado el período de 20 minutos, se llevó el Mr Frosty® a la congeladora (-
80 oC) para ser almacenado toda la noche (“overnight”). 
D. Al día siguiente, los crioviales fueron sacados del Mr Frosty® y colocados en 
una caja de almacenamiento (“criobox”) para ser almacenados a -80 oC. Un 
criovial se mantuvo almacenado en la congeladora durante 2 semanas antes 
de su descongelamiento, y el otro criovial durante un mes.  
IV.6.3.3. Ensayo 3: Efecto del tipo de contenedor de congelación sobre la 
efectividad de la criopreservación 
En este ensayo se evaluó como el tipo de contenedor de congelación influyó en la 
efectividad del método de criopreservación que emplea el medio convencional, 
(seleccionado como el más adecuado). Para esto, se compararon los porcentajes 
de viabilidad y de recuperación celular obtenidos al criopreservar PBMCs con dos 
tipos diferentes de contenedor.  Uno de estos contenedores es el denominado    Mr 
Frosty®, de amplio uso a nivel internacional, el cual forma parte de los productos 
Nalgene® producidos por Thermo Fischer Scientific  y se compone de un recipiente 
plástico circular en el cual se vierte un volumen de alcohol isopropílico en su base 
interna, antes de su uso, para que se produzca una disminución gradual y 
controlada de la temperatura; y el segundo denominado CoolCell® (ver descripción 
detallada en el Anexo 3), producido por Biocision®, de aparición más reciente en el 
mercado, el cual se compone de una espuma de polietileno de densidad uniforme 
y de un anillo de aleación de metal en la parte interna que asegura una disminución 
uniforme y controlada de la temperatura en toda el área interior del contenedor. 
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Además, no requiere de isopropanol para su funcionamiento. Se procedió de la 
siguiente manera: 
A. A una de las alícuotas de PBMCs (tubo de 50 mL) proveniente del protocolo 
anterior de Aislamiento, se adicionaron 500 μL de medio convencional (el 
medio se encontraba almacenado a -20 oC, se descongeló y se mantuvo 
entre 4-8 oC hasta su uso). Se homogenizó la suspensión, aspirando y 
expulsando volumen muy lentamente con la ayuda de una micropipeta. La 
suspensión fue transferida a un criovial. Este paso se realiza de manera 
rápida (no más de tres minutos) para evitar el estrés celular. Dicho criovial 
se colocó inmediatamente en un contenedor Mr Frosty® y se llevó a la 
refrigeradora mientras se procesaba la siguiente alícuota. NOTA: El 
contenedor Mr Frosty®, previo al ensayo, se llena de alcohol isopropílico y 
se mantiene entre 4-8 oC hasta ser usado. 
B. Se procesó la siguiente alícuota de forma idéntica al paso A, solo hasta su 
transferencia al criovial. Dicho criovial se colocó en un contenedor CoolCell® 
y este se llevó a la refrigeradora. NOTA: El CoolCell® se mantuvo a una 
temperatura entre 4-8 oC hasta antes de su uso. 
C. Ambos contenedores (Mr Frosty® y CoolCell®) se mantuvieron en la 
refrigeradora por 20 minutos. 
D. Pasado los 20 minutos, ambos contenedores fueron almacenados en la 
congeladora a -80 oC durante toda la noche (“overnight”). 
E. Al día siguiente, los crioviales fueron sacados de ambos contenedores y 
colocados en una caja de almacenamiento (“criobox”) para ser almacenados 
a -80 oC durante 2 semanas. 
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IV.6.4.  Descongelamiento de PBMCs 
Una vez cumplido el tiempo de criopreservación establecido en los ensayos, se 
procedió al descongelamiento de los crioviales conteniendo los PBMCs. 
A. Los crioviales fueron rápidamente llevados del congelador a -80 oC a un 
Baño María, previamente atemperado a 37 oC. 
B. Manualmente, los crioviales fueron movidos de forma pendular y constante 
para facilitar su descongelamiento. Y para determinar si la suspensión se 
había descongelado, se monitorizaron los crioviales al primer minuto, luego 
cada 20 segundos, sin exceder los dos minutos. 
C. Una vez que se observó solo un pequeño trozo de hielo (alrededor del 20% 
del volumen de la suspensión), se llevaron inmediatamente los crioviales a 
la cabina de flujo laminar. 
D. Se adicionó gota a gota y lentamente una solución de lavado hasta enrasar 
el criovial (ver composición de la solución en el Anexo 2). Luego se 
homogenizó la suspensión y se transfirió a un tubo cónico estéril de         50 
mL. 
E. Se continuó adicionando gota a gota la solución de lavado hasta completar 
5 mL. 
F. Se completó el volumen de manera continua hasta alcanzar los 25 mL. Cada 
cierto tiempo, se tuvo que agitar el tubo de manera circular para asegurar la 
homogenización. 
G. Se centrifugó a 350 G por 10 minutos a temperatura ambiente. 
H. Luego de la centrifugación, se descartó el sobrenadante con la ayuda de una 
pipeta serológica al inicio y, luego, cuando el volumen se vuelve alrededor 
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de 3 a 5 mL, con la ayuda de una micropipeta. Esto con el objetivo de 
remover la mayor cantidad de sobrenadante posible.  
I. El pellet celular fue resuspendido ya sea empleando medio de cultivo, si se 
decidió sembrar las células, o con una solución tampón isotónica (como KRG 
o DPBS) si sólo se procedió al conteo celular. Finalmente, se midió y registró 
el volumen total de la suspensión con la ayuda de una micropipeta, para 
determinar luego el número de PBMCs post-descongelamiento.   
J. Para el conteo celular en cámara de Neubauer, se tomó una alícuota de   10 
μL de la suspensión y se procedió bajo las condiciones ya descritas en el 
protocolo de Aislamiento de PBMCs.  
K. El porcentaje de recuperación celular fue determinado en cada uno de los 
crioviales descongelados usando la siguiente fórmula: 
 
% Recuperación =        No de PBMCs totales post-criopreservación x 100 
                                     No de PBMCs totales (antes de la criopreservación)  
        
       I. De igual manera, la viabilidad de PBMCs fue calculada mediante la    siguiente 
fórmula:       
 
% Viabilidad =                 No de células vivas                   x 100 
                                                            No de células vivas + muertas  
 
IV.6.5. Análisis Estadístico 
Se aplicó el test no paramétrico de Mann-Whitney para determinar diferencias 
significativas entre las diferentes variables a comparar en cada ensayo. Se empleó 
el software estadístico GraphPad Prism5® para realizar dicha prueba. Los valores 
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de tendencia central (mediana, mínimo y máximo valor) así como los diagramas de 
dispersión (Scatter-Plot) derivados de los resultados de recuperación y viabilidad 
celular fueron obtenidos por dicho software.  
V. RESULTADOS 
V.1. Efectividad del medio de criopreservación: Medio convencional vs. 
CryoStor CS10® 
 En la siguiente tabla, se muestran los valores de número total, viabilidad (%) y 
recuperación celular (%) de PBMCs, obtenidos de seis voluntarios, que permitieron 
evaluar la efectividad de dos medios de criopreservación. 
 
Tabla 1. Viabilidad (%) y recuperación celular (%) de PBMCs criopreservados con medio 
convencional y con CryoStor CS10®. 
 
Con respecto a la viabilidad, los menores porcentajes obtenidos fueron 88.5% y 
95.8% para el medio convencional y el CryoStor CS10®, respectivamente. Por otro 
lado, los mayores porcentajes fueron 98% y 98.2% para el medio convencional y el 
Donantes 
Aislamiento de PBMCs a 
partir de 60 mL de sangre 
 
Descongelamiento de los PBMCs criopreservados 
Viabilidad de PBMCs 
(%) 


















MS 51 463 000 99.30% 98.00% 97.40% 80.60% 84.80% 
CR 63 327 000 100% 95.20% 98.20% 92.50% 67.40% 
AV 64 575 000 98.70% 95.00% 96.70% 55.40% 91.50% 
SQ 69 955 000 99.50% 95.60% 96.40% 71.00% 64.90% 
WS 83 545 000 98.60% 96.40% 96.80% 100.00% 100.00% 
FA 89 906 250 95.50% 88.50% 95.80% 79.00% 74.40% 
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CryoStor CS10®, respectivamente. La mediana de viabilidad obtenida con el medio 
CryoStor CS10® (96.75%) fue ligeramente superior a la mediana obtenida con del 
medio convencional (95.4%). 
Con respecto a la recuperación celular, los menores porcentajes obtenidos fueron 
55.4% y 64.9% para el medio convencional y el CryoStor CS10®, respectivamente. 
Por otro lado, el mayor porcentaje fue de 100% para ambos medios. La mediana 
de recuperación obtenida con el medio convencional (79.8%) fue ligeramente 
superior a la mediana obtenida con el CryoStor CS10® (79.6%). 
No hubo una diferencia significativa entre los valores de viabilidad y de 



















Figura 7. Viabilidad de PBMCs (n=6 donantes) al emplear dos medios de criopreservación:             
i) Medio convencional: 90% de FBS + 10% de DMSO y ii) CryoStor CS10®: contiene 10% de 






















Figura 8. Recuperación de PBMCs (n= 6 donantes) al emplear dos medios de criopreservación:   
i) Medio convencional: 90% de FBS + 10% de DMSO y ii) CryoStor CS10®: contiene 10% de 





Al determinar mediante los porcentajes de viabilidad y de recuperación celular que 
ambos medios de criopreservación son efectivos y que no existe una diferencia 
significativa entre ambos; se decidió optar por el medio cuyo precio o costo de 
preparación fuera más asequible. Por esto, se optó por el medio convencional, cuyo 
costo por muestra fue de 0.70 USD mientras que el del CryoStor CS10® fue de 1.92 










V.2. Efecto el tiempo de almacenamiento: Dos semanas vs Un mes 
En la siguiente tabla, se muestran los valores de número total, viabilidad celular (%) 
y recuperación celular (%) de PBMCs, obtenidos de seis voluntarios, que 
permitieron evaluar el efecto de dos tiempos de almacenamiento sobre la 
efectividad del método de criopreservación que emplea el medio convencional. 
Tabla 2. Viabilidad (%) y recuperación celular (%) de PBMCs criopreservados durante 
dos semanas y un mes. 
 
Con respecto a la viabilidad, los menores porcentajes obtenidos fueron 89.5% y 
90% para dos semanas y un mes de almacenamiento, respectivamente. Por otro 
lado, los mayores porcentajes fueron 96.2% y 94.5% para dos semanas y un mes 
de almacenamiento, respectivamente.  
La mediana de viabilidad obtenida en dos semanas de almacenamiento (93.25%) 




Aislamiento de PBMCs a 
partir de 60 mL de sangre 
 
Descongelamiento de los PBMCs criopreservados 
Viabilidad de PBMCs 
(%) 
Recuperación de PBMCs 
(%) 
Número total 










AR 65 160 000 98.1% 96.2% 92% 96.5% 87.5% 
CC 57 420 000 99.3% 92.6% 92.1% 63.6% 56.6% 
SQ 85 143 750 100% 94.5% 94.3% 60.4% 44.4% 
JC 64 738 750 98.8% 93.9% 90% 42.5% 47.3% 
CR 62 617 500 94% 90.2% 94.5% 62.9% 51.9% 
FA 85 950 000 97.1% 89.5% 92% 54.8% 80.3% 
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Con respecto a la recuperación celular, los menores porcentajes obtenidos fueron 
42.5% y 44.4% para dos semanas y un mes de almacenamiento, respectivamente. 
Por otro lado, los mayores porcentajes fueron 96.5% y 87.5% para dos semanas y 
un mes de almacenamiento, respectivamente.  
La mediana de recuperación obtenida en dos semanas de almacenamiento 
(61.65%) fue ligeramente superior a la mediana obtenida en un mes (54.25%). 
No existió una diferencia significativa entre los valores de recuperación y viabilidad 















Figura 9. Efecto del tiempo de almacenamiento (Dos semanas o Un mes) sobre la viabilidad de 
PBMCs (n=6 donantes), criopreservados con medio convencional. Medianas representadas por 

























Figura 10. Efecto del tiempo de almacenamiento (Dos semanas o Un mes) sobre la recuperación 
de PBMCs (n=6 donantes), criopreservados con medio convencional. Medianas representadas por 






V.3. Efecto del tipo de contenedor de congelación: Mr.Frosty® vs CoolCell® 
En la siguiente tabla, se muestran los valores de número total, viabilidad celular (%) 
y recuperación celular (%) de PBMCs, obtenidos de seis voluntarios, que 
permitieron evaluar el efecto de dos tipos de contenedor de congelación sobre la 







Tabla 3. Viabilidad (%) y recuperación celular (%) de PBMCs criopreservados empleando un 
contenedor Mr Frosty® y un contenedor CoolCell®. 
 
Con respecto a la viabilidad, los menores porcentajes obtenidos fueron 88.6% y 
93.1% para el Mr Frosty® y el CoolCell®, respectivamente. Por otro lado, los 
mayores porcentajes fueron 96% y 98.1% para el Mr Frosty® y el CoolCell®, 
respectivamente.  
La mediana de viabilidad obtenida con el CoolCell® (95.5%) fue ligeramente 
superior a la mediana obtenida con el Mr Frosty® (92.5%). 
Con respecto a recuperación celular, los menores porcentajes obtenidos fueron 
43.6% y 57% para el Mr Frosty® y el CoolCell®, respectivamente. Por otro lado, el 
mayor porcentaje fue de 100% para ambos contenedores.  
La mediana de recuperación obtenida con el CoolCell® (71.9%) fue ligeramente 
superior a la mediana obtenida con el   Mr Frosty® (62.4%). 
Donantes 
Aislamiento de PBMCs a 
partir de 60 mL de sangre 
 
Descongelamiento de los PBMCs criopreservados 
Viabilidad de PBMCs 
(%) 








Mr Frosty® CoolCell® Mr Frosty® CoolCell® 
ER  54 178 000  99.4% 88.6% 93.1% 85.4% 87.5% 
DC 98 437 000 99.1% 90.1% 95.8% 100.0% 100.0% 
SQ 67 400 000 98.2% 92.5% 96.5% 43.6% 57.0% 
GS 70 875 000 98.1% 92.5% 95.2% 59.3% 67.3% 
HH 76 735 000 98% 96.0% 98.1% 53.7% 75.5% 
JM 70 720 000 96.8% 94.7% 94.5% 65.5% 68.3% 
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No existió una diferencia significativa entre los valores de recuperación y viabilidad 







Figura 11. Efecto del contenedor de congelación (Mr Frosty® o Cool Cell®) sobre la viabilidad de 
PBMCs (n=6 donantes), criopreservados con medio convencional. Medianas representadas por 







Figura 12. Efecto del contenedor de congelación (Mr Frosty® o Cool Cell®) sobre la recuperación 
de PBMCs (n=6 donantes) criopreservados, con medio convencional. Medianas representadas por 





El presente trabajo de investigación buscó evaluar distintos parámetros 
involucrados en el proceso de criopreservación de PBMCs, a fin de implementar un 
sistema óptimo de criopreservación bajo las condiciones del laboratorio donde se 
desea realizar. 
Se evaluó la eficacia de dos medios de criopreservación: i) un medio convencional 
compuesto de FBS al 90% y DMSO al 10%, el cual es bastante empleado en 
ensayos de rutina; y ii) un medio comercial pre-formulado denominado CryoStor 
CS10®, distribuido en el mercado nacional por proveedores como Sigma-Aldrich y 
Fischer Scientific. El CryoStor CS10® presenta características atractivas al 
investigador como: ser libre de proteína animal lo cual disminuye al máximo el 
riesgo de reactividad de células, en especial aquellas que pertenecen al sistema 
inmune, y ser fabricado bajo los estándares de las GMP. Dicho medio ha sido 
reportado en varias ocasiones en la literatura científica, como un medio que 
promueve un alto rendimiento y viabilidad celular, tanto en líneas celulares como 
las N2a y las Caco-2 (69), como en células primarias como las células madre 
CD34+ (54, 70). Cabe resaltar que en ambos casos, los resultados de recuperación 
celular obtenidos con CryoStor CS10® fueron mayores al compararlos con medios 
clásicos. En el presente estudio, los porcentajes de viabilidad y recuperación celular 
hallados son bastante similares (diferencia de medianas: 1.35% y 0.75% 
respectivamente) para ambos medios estudiados.  
Si bien es cierto nuestros resultados hallados difieren de los resultados encontrados 
en el estudio con células CD34+, debemos recordar que, a pesar de tratarse de 
células primarias sanguíneas, no se tratan de la misma población celular; además, 
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las condiciones de almacenamiento y los medios empleados son distintos a los 
empleados en nuestro estudio. 
Si bien ambos medios de criopreservación han proporcionado valores favorables 
de viabilidad y recuperación celular, el medio convencional ofrece una ventaja 
económica y logística, ya que las sustancias que la componen son más económicas 
y más accesibles en el mercado que los medios comerciales. Por este motivo se 
decidió emplear el medio convencional para evaluar otros factores que permitirían 
optimizar un sistema de criopreservación. 
Se evaluó el efecto del tiempo de almacenamiento, en relación a la viabilidad y 
recuperación celular, al conservar los crioviales en una congeladora a -80 oC. Se 
optó por almacenar a esta temperatura, debido a que muchos trabajos de campo 
para investigación clínica y biomédica se realizan en zonas remotas del país donde 
la ausencia de vías de transporte, sobretodo terrestre, como por ejemplo en la selva 
peruana, hace casi imposible el acceso a NL (-196 oC). Con este ensayo, también 
se buscaba evaluar qué tanto la efectividad del medio convencional disminuía con 
el tiempo. Para ello, se evaluaron dos tiempos de almacenamiento: dos semanas 
(el período de tiempo más empleado cuando se almacenan muestras a -80 oC) y un 
mes. Al mes, en ambos parámetros de evaluación (viabilidad y recuperación 
celular) hubo una disminución de los porcentajes respecto a los resultados post-
descongelamiento a las dos semanas. No obstante, los valores de los porcentajes 
de viabilidad y recuperación celular luego de un mes se mantuvieron óptimos, con 
una mediana de 92.05% y 54.25% respectivamente. Estos resultados podrían 
corroborar lo postulado por Weinberg y col. en 2009, quienes determinaron que 
hasta tres semanas de almacenamiento a -70 oC la viabilidad y recuperación celular 
de PBMCs descongelados no se veían afectadas (62). Los valores favorables de 
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viabilidad y recuperación celular hallados, luego de un mes de criopreservar 
PBMCs, suponen una gran ventaja para los estudios de campo; ya que un período 
de almacenamiento más prolongado posibilita una mayor recolección de muestras, 
reduciendo los transportes frecuentes y, por ende, los costos de envío.  En futuros 
ensayos, se tendrá que determinar cuál es el tiempo de almacenamiento límite bajo 
las mismas condiciones en la cual la integridad celular no se vea afectada 
drásticamente. 
El análisis de la efectividad de los contenedores de congelación resulta crítico 
debido a la importancia de la velocidad controlada de congelación para la 
supervivencia celular y debido a que, en muchos casos, los congeladores de 
velocidad controlada representan un costo muy alto para los laboratorios. La 
mayoría de estos emplean contenedores de congelación portátiles. Siendo el Mr 
Frosty® el contenedor más utilizado en el mercado y con buenos resultados, 
probados en distintos sistemas de criopreservación. Entre los estudios publicados 
sobre su eficacia destaca el de Halmot y col. del 2015, donde evaluaron varios 
parámetros relacionados a la obtención y preservación de PBMCs. Los valores de 
viabilidad y recuperación celular obtenidos con el Mr Frosty® resultaron similares a 
los obtenidos con el congelador de velocidad controlada, este último considerado 
el mejor método para controlar la velocidad de congelación (71). Sin embargo, el 
uso del Mr Frosty® presenta la desventaja de requerir un abastecimiento continuo 
de isopropanol en el laboratorio, ya que este se va evaporando e hidratando 
gradualmente con el uso continuo del contenedor. En el presente estudio, se 
comparó la efectividad de dos contenedores: el clásico Mr Frosty® y un modelo 
relativamente nuevo en el mercado, el CoolCell® (de Biocision®) el cual no requiere 
de isopropanol debido a su tecnología de fabricación. Los resultados hallados en el 
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presente estudio muestran un porcentaje de recuperación y viabilidad celular mayor 
en aquellas muestras en las cuales se usó el CoolCell®.  
Ensayos sobre la efectividad del CoolCell® han sido reportados anteriormente. En 
el 2012, Yokoyama y col. realizaron un piloto (n=3, células madre de embrión 
humano) en el cual evaluaron el porcentaje de células muertas post-
descongelamiento al emplear tres métodos de congelación gradual (uno de ellos el 
CoolCell® y otros dos métodos basados en espuma de poliestireno y papel toalla, 
respectivamente). La proporción de células muertas fue menor con el CoolCell®  
(7% menos comparado a los otros sistemas) (72). A la potencial efectividad superior 
del CoolCell® frente al Mr Frosty® se debe sumar una ventaja económica y logística, 
ya que no requiere de la compra de alcohol isopropílico, sustancia química volátil e 
inflamable que muchas veces resulta complicado transportar. 
Si bien es cierto, los resultados obtenidos nos ilustran la tendencia positiva de una 
condición frente a otra, dentro de los parámetros evaluados, se requieren de nuevos 
ensayos en los cuales el número de muestra sea mayor, para que los resultados 
obtenidos aquí sean validados y adquieran mayor robustez.  
Finalmente, luego de evaluar los factores que influyen en la criopreservación de 
PBMCs, se debe proseguir con el estudio de la funcionalidad celular post-
criopreservación para asegurarse de que las células mantengan sus características 
fisiológicas e inmunológicas originales, esto es, antes de haber sido sometidas a 




1 Ambos medios de criopreservación estudiados demostraron una buena 
efectividad, al obtenerse resultados similares. Las medianas de viabilidad y 
recuperación celular para el medio convencional fueron de 95.4% y 79.8%, 
y las medianas para el CryoStor CS10® fueron de 96.75% y 79.6%.  
 
2 Los porcentajes de viabilidad y recuperación celular disminuyeron al 
almacenar los PBMCs durante un mes con respecto a las dos semanas 
(1.2% menos para la viabilidad y 7.4% menos para la recuperación celular). 
Sin embargo; los valores obtenidos al mes se consideran efectivos, con 
porcentajes de 92.05% para la viabilidad y 54.25% para la recuperación 
celular. 
 
3 El contenedor CoolCell® empleado para el congelamiento gradual de los 
PBMCs fue más efectivo que el Mr Frosty®, al obtenerse medianas de 
viabilidad y recuperación celular de 95.5% y 71.9% con el CoolCell®, frente 
a medianas de viabilidad y recuperación celular de 92.5% y 62.4% para el 









Con respecto a lo expuesto en este trabajo y para los intereses del equipo de 
investigación, en el futuro sería recomendable: 
 Realizar nuevos ensayos bajos las mismas condiciones de optimización con 
un tamaño mayor de muestra para validar los resultados probados en este 
estudio. 
 Realizar estudios piloto de criopreservación de PBMCs en las regiones 
donde se requieran tomar las muestras biológicas para evaluar el efecto de 
las condiciones climáticas y socio-ambientales del lugar sobre el 
procesamiento, almacenamiento y transporte de células criopreservadas. 
 Evaluar el impacto de otros factores relacionados a la criopreservación sobre 
la recuperación celular, como aquellos involucrados en la etapa de 
descongelamiento. 
 Realizar capacitaciones al nuevo personal que se integre al equipo de 
investigación en lo que concierne al manejo de cultivos celulares y técnicas 
de criopreservación, ya que son procesos que requieren de un gran cuidado 
y rigurosidad. 
 Realizar nuevos ensayos sobre el efecto del tiempo en la criopreservación 
empleando intervalos de tiempo más detallados (de una semana a dos 
meses, por ejemplo), para determinar el límite máximo de tiempo en el cual 
se pueden almacenar los PBMCs bajo las condiciones ya definidas y sin que 
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luego de  someter a una 
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durante un tiempo 
establecido. 
 Porcentaje de PBMCs que 
permanecen vivos en un 
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recuperados 
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criopreservación 
Tipo de medio Independiente Cualitativa 
nominal 
Medio líquido empleado 
para criopreservar 
células constituido por 
una serie de 
componentes biológicos 
y químicos, cuyo 
componente principal es 





Medio de amplio uso en 
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Medio comercial pre-formulado 
cuya composición está exenta 
de proteínas y compuesto 
















Tiempo en el cual las 




 Tiempo en el cual los 
crioviales conteniendo PBMCs 
permanecen en congelación a 
-80 oC según las condiciones 








Dispositivo al cual se 
introducen los crioviales 
y el cual permite la 
congelación de estos 
una velocidad gradual y 
controlada para permitir 
una criopreservación 
óptima 
Mr Frosty® Contenedor plástico de gran 
empleo que requiere 
isopropanol y que será 
empleado para criopreservar 
PBMCs 
 
CoolCell® Contenedor (de congelación 
compuesto de) en base a 
material termoaislante que no 
requiere de isopropanol y será 






Ficha de Consentimiento Informado 
Consentimiento informado para participar de una tesis de investigación 
Título Evaluación de la efectividad de dos medios de criopreservación para obtener una máxima viabilidad y recuperación de PBMCs 
Investigador 
Responsable Sergio Renán Quevedo Torres 
 
1. Propósito del estudio 
Se le invita a participar de un estudio cuya finalidad principal es la de evaluar la 
efectividad de dos medios de criopreservación para criopreservar células 
mononucleares de sangre periférica (PBMCs). Durante el transcurso del proyecto 
se evaluarán otros factores importantes como el tiempo de almacenamiento o el 
uso de contenedores de congelación. Este estudio se realizará en las instalaciones 
del Laboratorio de Investigación en Enfermedades Infecciosas (LIEI-UPCH) de la 
Universidad Peruana Cayetano Heredia, bajo la supervisión del personal de 
laboratorio 
Los PBMCs son células sanguíneas del sistema de defensa del organismo, que 
actúan contra agentes extraños como microorganismos causantes de 
enfermedades. Es por esto que los cultivos de PBMCs tienen múltiples aplicaciones 
en investigación clínica. El transporte y la conservación de estas y otras células 
para diferentes estudios, suponen un reto para los investigadores. La optimización 
de un método de criopreservación de células permite garantizar la integridad 
estructural y funcional de estas células al momento de su aplicación luego de 




De decidir participar en nuestro estudio, usted llenará una ficha de datos con 
preguntas relacionadas a su historial médico y a sus hábitos cotidianos. De 
considerar que cumple con los criterios de inclusión, usted se encontrará apto para 
participar en el estudio. Posteriormente, se le tomará una muestra de sangre de 60 
mL del antebrazo con ayuda de un sistema de jeringa hipodérmica y tubos BD 
Vacutainer® con heparina sódica (6 tubos de 10 mL). Dicho sistema permite 
mantener la aguja en el sitio de punción durante la colecta de sangre, evitando tener 
que sacar e introducir la aguja por cada tubo a llenar. El volumen requerido (60 mL) 
es mucho menor a la cantidad que uno dona en un banco de sangre (450 mL), por 
lo que no supone un riesgo a su salud. El volumen de sangre requerido permitirá 
obtener una cantidad de PBMCs comúnmente empleado para distintos ensayos 
inmunológicos luego de su criopreservación. 
3. Riesgos 
La toma de muestra de sangre es ligeramente dolorosa y existe un riesgo muy 
pequeño de que se pueda infectar si no se mantiene la higiene adecuada, además 
la toma de muestra del antebrazo puede ocasionar un pequeño hematoma 
(moretón) el cual desaparecerá en aproximadamente cinco días.4. Beneficios 
Se le beneficiará con un examen de hemograma gratuito. Se entregará al 






5. Costos y compensación 
No deberá pagar nada por participar en este estudio. Usted recibirá un refrigerio 
luego de la extracción de sangre. 
6. ConfidencialidadNosotros guardaremos su información con códigos y no con 
nombres. Si los resultados de este seguimiento son publicados, no se mostrará 
ninguna información que permita su identificación.7. Uso futuro de las muestras 
obtenidas 
Deseamos conservar sus muestras culminado los ensayos. Estas muestras 
servirán, por ejemplo, para realizar ensayos funcionales en los PBMCs (linfocitos y 
monocitos) y en los derivados de éstos (macrófagos). Si no desea que sus muestras 
permanezcan almacenadas ni utilizadas posteriormente, aún puede seguir 
participando del estudio.  
Autorizo que mis muestras de células sean utilizadas en estudios futuros:    
SI (    )           NO (    ) 
 
8. Derechos del participante 
Si decide participar en el estudio, puede retirarse de éste en cualquier momento. Si 
tiene alguna duda adicional, por favor pregunte al personal del estudio o llame a 






9. Declaración y/o consentimiento 
Acepto voluntariamente participar en este estudio, comprendo de las actividades 
en las que participaré si decido ingresar al estudio, también entiendo que puedo 







Nombre y Apellidos                                              Fecha y Hora 
                     Participante 
 
 
Nombre y Apellido                                                Fecha y Hora 










FICHA DE DATOS DE LOS PARTICIPANTES 
Evaluación de la efectividad de dos medios de criopreservación 
para obtener una máxima viabilidad y recuperación de PBMCs 
 
Nota: Los datos obtenidos de la presente ficha son CONFIDENCIALES y sólo 
serán vistos por el equipo de investigación. Dicha información no será 
publicada ni difundida bajo ningún término. 
 
1. Datos principales 
Nombre:                                                                      
Edad:             Sexo:  
2. Historial Médico 
- ¿Usted padece o ha padecido de las siguientes enfermedades? 
Fibrosis pulmonar (  )    EPOC  (  )   Cáncer (   )    Artrosis (  )  Artritis  (  ) 
Gastritis (   )  Diabetes (  )     Otro tipo de enfermedad crónica  (   ) 
Si marco otro, indicar cual:  
- ¿Usted padece o ha padecido de tuberculosis?  
    
- ¿Ha tenido un proceso infeccioso (respiratorio, gastrointestinal, urinario u otro) 
durante las últimas semanas? 
 
- ¿Usted es portador del virus del VIH (SIDA)?     SI (  )      NO (  )         
 
3. Hábitos cotidianos 




Si la respuesta es SI, indicar la frecuencia: 
 
-¿Usted ingiere bebidas alcohólicas regularmente?   SI (  )   NO (  ) 
Si la respuesta es SI, indicar la frecuencia: 



















Descripción de los medios y/o materiales comerciales a 
evaluar 
 
A. CryoStor CS10® 
Descripción Medio de criopreservación de formulación única 
comercializado por STEMCELLTM Technologies, 
diseñado para preservar células a bajas 
temperaturas entre -80 oC a -196 oC. 
Características  -Listo para ser utilizado. 
-No contiene suero ni otro tipo de proteínas. 
-No contiene componentes animales. 
-Fabricado bajo las GMP utilizando componentes. 
de grado USP 
-Se le realiza pruebas de esterilidad, endotoxinas y 
de control de calidad basado en células.  
Composición -DMSO al 10%. 
-Otros componentes (no descritos). 
Tipos de células 
recomendadas para ser 
utilizadas con el producto 
Hepatocitos, células de sangré periférica, 
hibridomas, líneas celulares de mielomas, células 
madre mesénquimales, células embrionales y otros 
tipos de células extremadamente sensibles. 
 










B. CoolCell®     
 
 
Descripción Contenedor de congelación comercializado por 
BioCision® que induce una tasa de congelación para los 
crioviales de -1 oC/minuto en un congelador a -80 oC sin 
necesidad de alcohol o ningún otro tipo de fluido. 
Características  -La simetría radial del criovial en el contenedor asegura 
una tasa de congelación uniforme para todos los 
crioviales. 
-Menor variabilidad de tasa de congelación en cada uso 
debido a la ausencia de alcohol (la degradación del 
alcohol en el tiempo genera variabilidad). 
-Listo para ser reutilizado en menos de 5 minutos de 
retirado de la congeladora.  
-Su uso no requiere la compra de insumos adicionales ni 
de etapas previas. 
-Su material de fabricación de baja retención de calor 
genera un mínimo impacto en otro tipo de muestras que 
se encuentren en la congeladora.  
Composición El CoolCell® está compuesto de una espuma de 
aislamiento reticulada de densidad uniforme. Al interior 
del contenedor, en el centro, se dispone de un anillo de 
aleación de metal. 
*Es importante llenar todos los soportes del contenedor 
antes de su uso. 
Tipos de células 
recomendadas para 
ser utilizadas con el 
producto 
Todo tipo de células: 
-Células madres 
-Células primarias 
-Líneas Celulares  
 







Composición y preparación de medios y soluciones 
A. KRG libre de Ca+2 
Reactivos: 
Compuesto  Concentración final 
Cantidad para 1L 
(volumen final) 
NaCl 120 mM 7.02 g 
KCl 4.9 mM 365 mg 
MgSO4.7H2O 0.49 mM 120 mg 
KH2P04 1.7 mM 231 mg 
Na2HPO4.2H2O 6.4 mM 1.144 g 
Glucosa 10 mM 1.8 g 
H2O MilliQ ------- C.S.P. 1L 
    C.S.P: Cantidad suficiente para 
Preparación e indicaciones: 
1. Pesar todas las sales y compuestos en balanza analítica y trasvasarlos a un 
matraz Erlenmeyer que contiene agua MilliQ. 
2. Homogenizar la solución con la ayuda de un agitador magnético. 
3. Medir el pH y, de ser necesario, ajustar el pH en un rango entre 7.3 – 7.4. 
4. Filtrar al vacío la solución dentro de la cabina de flujo laminar. 
5. Trasvasar la solución filtrada estéril a una botella de vidrio autoclavada. 
6. Llevar a control de esterilidad a 37 oC durante 24 horas. 
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7. De no observar precipitación relacionada a contaminación microbiana, 
almacenar la solución estéril en refrigeración. 
B. Medio de criopreservación convencional 
Reactivos: 
Compuesto Concentración Cantidad para 0.5 mL (Volumen final por criovial) 
FBS 90% (V/V) 450 μL 
DMSO 10% (V/V) 50 μL 
 
Preparación e indicaciones: 
1. Realizar la mezcla de los volúmenes requeridos en cabina de flujo laminar, 
homogenizar suave y continuamente con ayuda de una micropipeta hasta obtener 
una sola fase. 
2. Preparar alícuotas 0.5 mL de medio en crioviales y posteriormente almacenarlos 
a  -20 oC hasta su uso. 
C. Medio de lavado 
Compuesto Concentración final  
Cantidad para 25 mL 
(Volumen final por criovial 
descongelado) 
DMEM 87.75% (V/V) 21.94 mL 
HEPES  2.25% (V/V) 0.56 mL 





Preparación e indicaciones: 
1. En la cabina de flujo laminar, trasvasar un volumen requerido de DMEM en un 
tubo cónico plástico (50 mL) y verter el volumen correspondiente de HEPES. 
Homogenizar hasta observar un cambio de coloración en todo el tubo.  
2. Añadir el volumen correspondiente de FBS y homogenizar. 
3. Nota: El medio preparado debe ser utilizado durante el día. Llevar el medio a 
atemperar a 37 oC (en Baño María o en incubadora) previo a su uso. 
 
 
 
 
 
 
 
